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論文要旨： 
点眼薬の毒性試験は、これまでウサギなどの動物や培養角膜上皮を用いて行われてきたが、それぞれ
に問題点があった。本研究の目的は豚角膜片を用いて、点眼薬の防腐剤である塩化ベンザルコニウム
(BAK)などの角膜毒性を評価する実験系を確立することである。方法は、2mm の生検トレパンを用いて豚
角膜から円形角膜片を採取し、コラーゲンで処理した細胞培養用プレートで 12 時間培養した。各 well
に PBS、被検薬として各種濃度 BAK（0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01％）をそれぞれ 50μl ずつ滴下し、
2 分間曝露した後に PBS で洗浄し、さらに 24 時間培養して角膜片から伸展する角膜上皮の面積を測定し
た。PBS 曝露群での伸展面積を 100%として各種溶液における伸展率を算出した。その他の指標として、
角膜上皮細胞の免疫組織染色により、生細胞数、Ki-67 陽性細胞数、TUNEL 陽性細胞密度を測定した。
実験の結果、細胞伸展率は PBS 暴露群と比較し、0.0001, 0.001, 0.01％ BAK 曝露群で濃度依存的に有
意に減少した(P < 0.01)。生細胞数と Ki-67 陽性細胞数は 0.01% BAK 曝露群で有意に減少し(P < 0.05)、
TUNEL 陽性細胞密度は 0.00001% BAK 曝露群(P = 0.081)で減少する傾向がみられた。以上の結果から、
豚角膜を用いた角膜上皮毒性試験は簡便で短時間曝露の影響を測定できた。特に角膜片からの進展面積
の測定は感度が高く、低濃度 BAK の影響を測定できる有用な方法であることが判明した。 
審査過程： 
1. 本研究では屠殺された豚の角膜を購入して実験に使用しているが、倫理的な配慮はされている。 
2. 角膜上皮片の培養方法や培養条件についての質問に適切に回答することができた。 
3. 実験条件と臨床実態との比較について適切に回答することができた。 
4. 実施した測定項目以外の項目の可能性について言及することができた。 
5. 測定項目のなかで進展面積の測定が最も優れた因子であった背景について考察することができた。 
6. この実験系の角膜障害モデルへの応用について考察することができた。 
価値判定： 
本研究は点眼薬に添加する物質の毒性試験として、豚角膜上皮片からの進展面積測定法が簡便で、感
度の高い方法であることを示した。本研究に用いた実験系は動物実験代替法として有用で、その成果は
広く臨床応用されるものであり、学位論文としての価値を認める。 
 
 
